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RESUMO

O trabalho teve por objetivo estudar a soroepidemiologia da babesiose bovina na ilha
de Séao Luis, estado do Maranhao, obter informagdes sobre a situagcdo da doenca na
populagao e relacionar os resultados obtidos com informagdes inerentes aos animais e
as propriedades. A detecgédo de anticorpos anti-Babesia bovis e anti-Babesia bigemina
foi realizada por meio da reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio de
imunoadsorgao enzimatica (ELISA). Foram amostrados bovinos de propriedades dos
municipios de Sao Luis, Raposa, Sao José de Ribamar e Pago do Lumiar. Coletou-se
281 amostras de sangue, numero estatisticamente representativo para a populagao da
area em estudo. Do total de amostras 262 (93,2%) e 275 (97,9%) foram soros
reagentes para B. bovis aos testes de RIFI e ELISA, respectivamente. Para B.
bigemina, 264 (94%) foram soros reagentes pela RIFI e 275 (97,9%) pelo ELISA. Nao
houve diferenca estatistica significativa entre os dois métodos realizados. O exame
parasitolégico através do esfregago sanguineo detectou 22 (7,8%) de positividade para
ambas as espécies de protozoario. Foi possivel concluir que, apesar das praticas de
manejo, 0s animais foram expostos a B. bovis e B. bigemina e encontrou-se em
situagcado de estabilidade enzodtica para babesiose, portanto a area estudada oferece
risco de perdas econdmicas na introducdo de animais suscetiveis procedentes de
regido de instabilidade enzodtica ou livres.

Palavras — Chave: Protozoario, Babesia, Maranhao
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ABSTRACT

This research was aimed to study seroepidemiological aspects of bovine babesiosis at
the Sao Luis Island, State of Maranhao, as well as obtain information about the disease
situation in the population and relate the results with management information. The
detection of antibodies against B. bovis and B. bigemina was carried out by the indirect
fluorescent antibody Test (IFAT) and by indirect enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) method. Bovine blood samples were collected from animal of S&o Luis,
Raposa, Sdo José de Ribamar and Pago do Lumiar. A total of 281 blood samples were
collected, this number was determined by a mathematical model. From the total of
samples 262 (93.2%) and 275 (97.9%) were seropositive for B. bovis by IFAT and
ELISA, respectively. For B. bigemina, 264 (94%) of the samples were seropositive by
IFAT and 275 (97.9%) by ELISA. There wasn’t significant statistical difference between
these methods. The parasitological exam through blood smear detected 22 (7.8%) of
seropositive animals. It was possible to conclude that despite of the management the
animals were exposed to B. bovis and B. bigemina and they are in a situation of
enzootic stability for babesiosis, which indicate a risk of economic looses when
susceptible animals from enzootic instability or free regions are introduced in the
studied area.

Key — words: Protozoario, Babesia, Maranhao
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1 INTRODUGAO

Os hemoparasitos constituem um amplo grupo que afeta os animais domésticos
e silvestres e incluem varios géneros dentre eles: Babesia, Hepatozoon,
Trypanossoma, Plasmodium, Cowdria, Theileria, Anaplasma, Ehrlichia e Mycoplasma.
As infecgbes por estes parasitos assumem importédncia na saude animal por
ocasionarem patologias variadas, podendo inclusive levar a morte, além da
possibilidade da transmissdo zoonodtica. Babesia spp. e Anaplasma marginale sao
responsaveis por grandes impactos econOmicos na industria leiteira de regides
tropicais (BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2004; DUBEY et al., 2007).

No Brasil e demais paises da América Latina a babesiose bovina é causada por
duas espécies, Babesia bovis e Babesia bigemina, protozoarios da ordem
Eucoccidiorida, familia Babesiidae (LEVINE, 1988). Sao patdgenos transmitidos,
principalmente, pelas formas jovens do carrapato Boophilus microplus, constituindo-se
entre 0s principais problemas sanitarios dos rebanhos bovinos de corte e de leite
(WRIGHT & GOODGER, 1988), causando graves prejuizos econdmicos para a
bovinocultura, observados sob a forma de mortalidade, gastos com medicamentos,
diminuigéo na produgéo de leite e carne, atraso no ritmo de crescimento dos bezerros e
gasto com vacinagbes ou premunicdo (MASSARD & FREIRE, 1985). As maiores
perdas econdmicas referentes a babesiose bovina ocorrem em areas de instabilidade
enzootica ou por ocasido da transferéncia de animais destas, ou de areas livres, para
outras cuja situagcdo epidemiologica seja de estabilidade. Estudos epidemioldgicos
realizados no Brasil tém caracterizado determinadas regides como areas de
estabilidade enzodtica, com prevaléncia sorolégica acima de 80%, para B. bovis e B.
bigemina, assim como regides de instabilidade para ambos agentes. Entre outras
provas sorolégicas, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFl) e o Ensaio de
Imunoadsorgdo Enzimatica (ELISA) sdo as mais utilizadas para estudos
epidemiologicos desta enfermidade sendo a concordéncia dos resultados destes dois

métodos sido comprovada através de pesquisas cientificas.



A babesiose € uma doenga de importancia na clinica de bovinos, pois o aspecto
patogénico mais relevante € a grave anemia que pode levar a alto percentual de
morbidade e mortalidade em rebanhos ndao imunes. Nos locais onde o desenvolvimento
do B. microplus é limitante, como algumas microrregides do Nordeste, Sudeste e Sul, e
a transmissdo é irregular, situacbes de instabilidade enzoodtica se instalam. Nestas
areas a taxa de inoculagdo de Babesia spp. pelos carrapatos nos animais jovens é
baixa ou irregular, permitindo que alguns animais cheguem a idade adulta sem o
desenvolvimento de imunidade ocorrendo surtos de babesiose (MCCOSKER, 1981;
BARCI et al.,1994; RIBEIRO & PASSOS, 2002).

Para se determinar o perfil de estabilidade/instabilidade de uma regido, deve-se
avaliar os fatores inerentes ao animal, como por exemplo, a queda de imunidade
devido a reducdo do numero de carrapatos, e os varios fatores que podem estar
interagindo no ambiente. Dentre eles, raga, idade, variagdes climaticas, estresse,
manejo e tipo de pastagens (ALONSO et al., 1992).

Os estudos soroldgicos séo importantes ndo s6 para o monitoramento da
babesiose, como para a adogao de estratégias adequadas de controle (OSAKI et al.,
2002) e a detecgao de anticorpos anti-Babesia spp. pode ser realizada por diferentes
testes soroldgicos sendo a RIFI e o ELISA métodos sensiveis e especificos, que
colaboram para o avango dos estudos epidemiolégicos (JULIANO et al., 2007).

Tendo em vista esta realidade, a escassez de estudos sobre a infecgdo bovina
por Babesia spp. e o fato de que varios métodos podem ser aplicados para o
diagnéstico desta infeccao objetivou-se conhecer a prevaléncia da infecgao por B.
bovis e B. bigemina na populagao de bovinos de leite da ilha de Sao Luis - MA.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente Etiolégico

No final do século XIX, Victor Babés comegou a investigar uma enfermidade
com um quadro de anemia hemolitica (hemoglobinuria enzoética bovina) que acometia
bovinos no Velho Mundo, com a presenga de microorganismos no interior de eritrécitos
dos animais doentes. Victor Babés entdo, no ano de 1888, denominou esses
microorganismos de Haematococcus bovis (UILENBERG, 2006). Em 1893, Smith e
Kilborne ao pesquisarem a “Febre dos Texas” identificaram um parasito semelhante ao
encontrado por Victor Babés, denominando-o de Babesia bigemina, além de
comprovarem que este agente era transmitido pelo Boophilus annulatus. Ainda no ano
de 1893, Starcovici verificou a similaridade entre os organismos descritos por Victor
Babés, na Roménia, e Smith & Kilborne nos Estados Unidos, propondo a inclusdo de
ambos em um novo género denominando-o de Babesia, em homenagem ao
pesquisador romeno (UILENBERG, 2006).

Babesia spp. s&o os unicos parasitas entre o Apicomplexa que invadem e se
replicam exclusivamente dentro dos eritrocitos, enquanto parasitas do género

Plasmodium e Theileria infectam células nucleadas (BROWN et al., 2006).

O género Babesia possui 73 espécies parasitando diferentes hospedeiros, tais
como bovinos, caprinos, ovinos, caninos e roedores (FRIEDHOFF, 1981), sendo que
somente oito espécies (B. bigemina, B. bovis, B. beliceri, B. divergens, B. jakimovi, B.
major, B. occultans, e B. ovata) sao capazes de infectar bovinos (UILENBERG, 2006),
B. bigemina e B. bovis sao encontradas no Brasil (GUGLIELMONE, 1995; VIDOTTO et
al., 1995).

2.2 Vetor

O B. microplus adaptou-se perfeitamente ao clima dos paises tropicais, onde o
calor e a umidade propiciaram condi¢des favoraveis a sobrevivéncia e manutengao da
espécie (POWEL & REID, 1982), tornando-se o mais importante ectoparasito das
regides tropicais e subtropicais (CASTRO & NEWSON, 1993) atingindo mais de 75%



da populagdo mundial de bovinos (CORDOVES, 1997). Nos paises situados entre os
paralelos 35° Norte e 35° Sul, B. microplus é a espécie de maior distribuigdo geografica
e importdncia econbémica (DAVEY et al, 1984), sendo o territério brasileiro
potencialmente favoravel a sua sobrevivéncia (SOUZA et al., 1997), uma vez que as
caracteristicas climaticas favorecem o desenvolvimento na maioria dos meses do ano
(EVANS, 1992). Esta espécie foi encontrada parasitando bovinos, caprinos e equinos
em estudos sobre ixodofauna de mamiferos domésticos da ilha de Sao Luis, estado do
Maranhao (BRITO & GUERRA, 2004).

Os prejuizos econdmicos causados pelo B. microplus na América do Sul por
transmitir Babesia spp. € um problema sanitario de maior impacto econémico para a
bovinocultura devido aos altos indices de morbidade e mortalidade. Além dos custos
para combater esse ectoparasito, existem as perdas produtivas, pois os animais
apresentam diminuigao na produgéao de leite e carne, além de problemas reprodutivos,
como aborto e diminui¢ao da fertilidade (MARTINS, 2005).

O ciclo bioldgico B. microplus se desenvolve em duas fases: a de vida livre e a
parasitaria. A primeira inicia-se apoés a queda da teleégina com o periodo de pré-
postura se estendendo até a eclosdo dos ovos e a muda das neolarvas em larvas
infestantes (GONZALES, 1974). A fase de vida parasitaria inicia-se quando a larva
infestante instala-se no hospedeiro sofrendo muda para metalarva, seguida da fase de
ninfa, na qual ja ha diferenciagdo sexual. Logo apds, ocorre a muda para partendgina
e, finalmente, teledgina (GONZALES, 1975).

Na fase de vida livre sdo necessarios aproximadamente de trés dias para a pré-
postura; de trés a seis semanas para a postura; de 22 a 30 dias para a emergéncia das
larvas e de dois a trés dias para o fortalecimento da cuticula, quando mudam para
larvas infestantes, enquanto que, a fase parasitaria leva em média 18 a 26 dias para a
fixagdo, alimentacdo, troca de cuticula, fase adulta e coépula, assim como para
ingurgitamento e queda das fémeas segundo Furlong (1993). Os machos permanecem
mais tempo sobre o bovino e copulam com varias fémeas. Vale ressaltar que a fase de

vida livre sofre interferéncias climaticas, trazendo alteragdes nos seus periodos, que



sao especialmente afetados pela umidade e temperatura. Por outro lado, a fase de vida

parasitaria é praticamente constante em todas as regidées (GONZALES, 1975).

2.3 Hospedeiro

O bovino é o hospedeiro preferencial do B. microplus, sendo que as maiores
infestagdes ocorrem em Bos taurus e as menores em Bos indicus (GONZALEZ, 1974).
As ragas bovinas se comportam de modo diverso frente as infestagbes por carrapatos,
enquanto as ragas européias sdo mais sensiveis, as ragas zebuinas apresentam uma
resisténcia de carater genético muito maior (GOMES, 1998; JONSSON et al., 2000).
Considerando a infecgao por Babesia sp., 0s animais jovens s&o naturalmente mais
resistentes, apresentando uma maior abundancia de células T, correspondendo a 70%
dos linfécitos T circulantes (BROWN, et al., 2006). No entanto, Madruga et al. (1984)
verificaram que no periodo entre 28 a 56 dias apds o nascimento, para B. bigemina e
84 a 112 dias, para B. bovis, os titulos de anticorpos sao baixos, aumentando a

probabilidade dos animais a desenvolverem a babesiose de forma aguda.

A maioria dos estudos em relagdo aos bovinos sobre aquisicdo de resisténcia
avalia o fenbmeno em racas taurinas que, embora desenvolvam imunidade, nao
controlam as infestagbes com a mesma eficiéncia das ragas zebuinas (NORVAL, 1992;
MATTIOLI & CASSMA, 1995; MELTZER, 1996; MATTIOLI, 1998; WAMBURA et al.,
1998; MATTIOLI et al., 2000).

A transmissdo congénita de B. bovis pode ocorrer durante a gestacdo como
relatado no Parana por Bracarense et al. (2001) em uma fémea mestica da raga
Holandesa com Pardo Suigo cujo bezerro veio a 6bito apdés o nascimento, sendo o
diagndstico da infeccdo confirmado pela visualizagdo de merozoitos caracteristicos em
eritrécitos de capilares cerebrais impressos de fragmentos de cérebro e cerebelo

fixados em laminas e coradas pelo Giemsa.
2.4 Ciclo Bioldgico — Babesia bovis e Babesia bigemina

O ciclo da Babesia € complexo e envolve o vetor, o agente etiolégico e o
hospedeiro (MELENDEZ & FORLANO, 1996). A infec¢do dos vetores por B. bovis e B.



bigemina ocorrem durante a hematofagia das teledginas em animais com parasitemia,
apos o repasto sanguineo das fémeas de B. microplus com eritrécitos parasitados, os
merozoitas sofrem alteragbes morfo-fisioldgicas adaptativas se preparando para o
inicio da reprodugédo sexuada (FRIEDHOFF, 1988), esta fase é chamada de
gametogonia com formacgao e fusdo dos gametas no intestino do carrapato (HOMER et
al., 2000).

Os gametas formam pares, fundem-se no lumen intestinal do vetor, formando
uma célula esférica conhecida por zigoto e diferenciam-se em oocinetos (YOUNG &
MORZARIA, 1986), estes infectam seletivamente uma célula especial do epitélio do
intestino do carrapato, as células basdfilas, onde ocorre a divisdo assexuada por fissao
multipla, originando formas moveis conhecidas como esporocinetos (FRIEDHOFF,
1988). Estes sao maiores, moveis e em forma de arco e sao liberados na hemocele
(MOSQUEDA et al.,, 2004) invadem varios 6rgaos do carrapato, iniciando multiplos
ciclos de esporogonia, que se estendem até a morte da teledgina (BOCK et al., 2004).
Desse modo, B. bovis e B. bigemina sdo capazes de infectar a progénie de teledginas,
sendo essa via de infecgdo chamada de transovariana. Quando o0s ovos séao
infectados, varios ciclos de esporogonia ocorrem nos embrides e larvas, culminando
com a presenca de inumeros esporozoitas nas glandulas salivares dos carrapatos
jovens (BOCK et al., 2004), onde se diferenciam em esporozoitas infectivos,
necessitando para isso de estimulos nutricionais ou térmicos (temperatura aproximada
de 37°C) (DALGLIESH & STEWART, 1978).

A inoculagdo no bovino de B. bovis ocorre quando o carrapato esta na fase de
larva e a de B. bigemina ocorre quando o carrapato esta na fase de ninfa (RIEK, 1964;
RIEK, 1966). Apds a inoculagdo do esporozoita no hospedeiro vertebrado, ocorre
diretamente a penetragao nos eritrocitos, por um processo ativo em cinco etapas: | —
contato entre o0 esporozoita e o eritrocito a ser infectado; Il — orientagdo do complexo
apical para a superficie do eritrécito; Ill — fusdo das membranas do esporozoita e
eritrocito; IV — eliminagao do conteudo das roptrias; e V — invaginagdo da membrana do
eritrocito e entrada do esporozoita (YOUNG & MORZARIA, 1986). Ocorrendo

inicialmente a formagao de trofozoitos uninucleados, que tém contato direto com o



citoplasma eritrocitico, seguido de replicagdo do DNA nuclear por fissdo binaria,
resultando em dois merozoitos (MACKENSTEDT et al., 1995). A infec¢do do carrapato
depende da carga parasitaria no sangue do hospedeiro bovino (RIEK, 1964).

2.5 Imunologia — Babesia bovis e Babesia bigemina

O entendimento dos mecanismos de resisténcia dos animais jovens com
infeccdo aguda por B. bovis (imunidade inata) e do controle de parasitemia para nivel
persistente em gado adulto (imunidade adaptativa), € importante para elaborar
estratégias de controle que permitam induzir uma resposta imunolégica protetora pela
vacinagdo (BROWN et al., 2006). Estes mecanismos que envolvem respostas
imunolégicas nao-especificas sao responsaveis pelo bloqueio da multiplicagdo dos
microrganismos do género Babesia em bovinos, pois existem constatagdes de controle
de parasitemia (caracteristicas inatas) antes da produgédo de anticorpos como fatores
genéticos, fisioldgicos e bioquimicos (MADRUGA & ARAUJO, 2001), além de variagdo
de susceptibilidade a babesiose em diversas ragas (FRANCIS, 1966).

O controle eficiente da infecgdo na fase aguda em animais que foram desafiados
com cepas virulentas de B. bovis depende de uma resposta imunoldgia inata bastante
eficiente capaz de induzir a ativagédo de macrofagos via IFN-gama e produtos derivados
do parasito, que resulta na morte do organismo pela fagocitose e produgdo de
metabdlitos toéxicos incluindo 6xido nitrico (NO). Segundo Brown et al. (2006) os
animais com infecgdo persistente que normalmente controlam a parasitemia ou
imunizados com sucesso, antigenos especificos para células T CD4+ sdo essenciais
para a resposta imunologica adaptativa através da producdo de IFN-gama. Estudos
mostram que esta citocina além de ativar macréfagos para promoverem “clearance”
aumenta a producao de anticorpos IgG 2 (ESTES & BROWN, 2002).

Em relagdo a produgdo de citocinas inflamatérias em resposta a B. bovis 0s
macrofagos ativados secretam IL-12, TNF-a e IL18 que sdo importantes para as
respostas imunoldgicas inata e adquirida, a IL-12 ativa as células natural killer (NK) a
produzir altos niveis de IFN-gama (BROWN et al., 1996a). O TNF-a e concomitante
com IFN-gama ativam a produgao de NO pelos macréfagos (ADLER et al., 1994; GOFF



et al., 1998) e IL-18 também age sinergicamente com IL-12 para estimular a producao
de IFN-gama (SHODA et al., 1999). A imunizagéo de bovinos com a proteina associada
a roptrias-1 (RAP-1) de B. bigemina estimula a proliferacdo de células T CD4+ no
sangue periférico e linfonodos, apesar da predominancia da resposta Th1, os titulos de
lgG1 e 1gG2 especificos para RAP-1 nao diferem significativamente (MADRUGA &
ARAUJO, 2001) tal fato, sugere que os niveis de IFN-gama (para estimulo a produgao
de IgG2) e IL4 (para estimulo a producéo de IgG1) sédo suficientes para o processo de
cooperagao com os linfocitos B (BROWN et al., 1996).

Os animais puros e de uma mesma raga utilizados em testes vacinais nao
apresentam a mesma resposta antigénica, devido a grande variabilidade genética.
Bittar et al. (2004) avaliando o perfil fenotipico de linfocitos (CD4, CD8 e CD21) de
bovinos de trés ragas européias, sugeriram que o perfil fenotipico do sangue periférico
dos linfocitos, pode influenciar o padrao de imunidade clinica. Assim, baixos niveis de
linfocitos T (CD4 e CD8) e elevados niveis de linfécitos B em animais da raca
holandesa podem estar associados a sua susceptibilidade para infec¢gées por Babesia,
enquanto elevados niveis de linfocitos T e baixos niveis de linfécitos B podem estar
associados a maior resisténcia para infeccbes parasitarias como foi observado na

resisténcia da raca Hereford a infeccédo por Babesia.

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) provavelmente é
responsavel por esta caracteristica, pois os genes polimérficos que codificam as
moléculas na comunicagdo bioquimica entre as células do sistema imunoldgico e no
reconhecimento de antigenos proprios e nao-préprios sao de fundamental importancia
na apresentacdo de antigenos (KLEIN et al., 1993; HUGHES & YAGER, 1998;
FREITAS, 2001). Com a evolugao recente dos tetrameros de MHC para enumerar e
monitorar células T durante a infecgédo, doenga auto-imune ou apds imunizagao contra
agentes infecciosos ou tumores tém avangado no entendimento sobre a fungao das
células T (KLENERMAN et al., 2002; MALLONE & NEPOM, 2004). Estudos realizados
por Brown et al. (2006) mostraram que durante a infecgdo, ndo s6 a amplitude da
resposta de células T, mas também a rapidez da resposta pode ser critica,

especialmente quando se trata de infecgdes por patdégenos virulentos de B. bovis que



podem causar doenga aguda por nove dias pés-desafio. Os tetrameros de MHC classe
Il podem ser utilizados para monitorar o desenvolvimento de antigeno-especificos de
células T in vivo em animais imunizados antes e apos o desafio. O controle da infec¢ao
dos parasitas do género Babesia ocorre por uma sintonia da imunidade inata, da
resposta imune humoral e celular da imunidade adquirida (MADRUGA & ARAUJO,
2001).

2.6 Epidemiologia

A prevaléncia da infecgdo e a ocorréncia das doengas transmitidas pelos
carrapatos sao determinadas pela complexa interacdo entre hospedeiro, vetor e o
parasita. A baixa probabilidade de soropositividade e a baixa incidéncia de doengas em
Bos indicus podem resultar da resisténcia ao carrapato com maior capacidade de
manter-se livre dos parasitas, levando uma subsequente redugdo dos niveis de

anticorpos através da diminuicao da taxa de infecgéo (BOCK et al., 2004).

Na Ameérica Central e do Sul, a porcentagem de fémeas ingurgitadas de B.
microplus com Babesia spp. variaram de 0 - 5% para rebanhos Bos indicus e 18 — 40%
em Bos taurus em pastagens (GUGLIELMONE, 1995) sendo observadas proporgdes
similares no Brasil (MARTINS et al., 1994).

Varios estudos relatam a prevaléncia de B. bovis e B. bigemina em diferentes
regides do mundo, sendo que no Velho Mundo, Sahibi et al. (1998) encontraram em
duas diferentes regides da Africa soropositividade para B. bovis — 21,7 % e 42,2 % e B.
bigemina — 10,8% e 40% respectivamente, neste mesmo continente, no Noroeste da
Provincia de Tete-Mocambique, 39% das 478 amostras numa faixa etaria de 4 a 15
meses de idade foram soropositivas ao Elisa para B. bovis (ALFREDO et al., 2005). Na
regido Sul da Italia nenhum animal foi positivo para B. bovis, enquanto que dos 506
soros testados, 117 (23,1%) foram positivos para B. bigemina (CRINGOLI et al., 2002).

Na Ameérica Latina observou-se a seguinte situagdo: no estado de Yucatan—
México, a soroprevaléncia para B. bigemina com aproximadamente 942 amostras de
soro bovino foi de 57,4% (RAMOS et al.,1992); na Guatemala de 95,8% para B. bovis e



89,6% para B. bigemina (TEGLAS et al., 2005); na regidao Centro-Ocidental da
Venezuela de 78,2% e 38,8% para B. bigemina e B. bovis respectivamente,
independente da idade e da ragca (JAMES et al., 1985). No Paraguai, as pesquisas
soroldgicas encontraram uma alta prevaléncia para B. bovis 71% e B. bigemina 79%
(PAYNE & OSORIO, 1990); na Bolivia, os niveis de soroprevaléncia para B. bovis em
regidbes subtropicais umidas, seca e vales foram de 74,8; 77,8% e 22,5%,
respectivamente, enquanto que para B. bigemina foram de 23,5%, 56,5% e 12,8%,
respectivamente (MAS et al., 2000).

No Brasil, as soroprevaléncias encontradas para a regiao Norte foram de 99,2%
para B. bigemina e 98,8% para B. bovis no Nordeste do estado do Para (JUNIOR et al.,
2008); na regiao Nordeste foi encontrado no estado da Bahia uma prevaléncia de
97,2% e 99,0% para B. bovis e B. biegemina, respectivamente pelo método de RIFI
(ARAUJO et al., 1997) e em Garanhuns-PE de 87,9% para B. bigemina (ALVES, 1987);
na regido Sudeste a mesorregido Norte Fluminense, 69,79% foram reagentes ao ELISA
indireto, com anticorpos da classe IgG anti-B. bigemina (SOUSA et al., 2000), na Zona
da Mata-MG, a prevaléncia para B. bovis foi de 82,53% e B. bigemina 79,04%
(RIBEIRO et al., 1987) e no Vale do Paraiba em Pindamonhangaba-SP os percentuais
foram de 94% para B. bigemina e 88% para B. bovis (BARCI et al., 1994); na regiao
Centro-Oeste, microrregiao da bacia leiteira do estado de Goias foram encontrados
valores de 94,4% e 93,3% para RIFI e ELISA, respectivamente para B. bigemina e para
B. bovis 100% e 98,9% para RIFI e ELISA, respectivamente (SANTOS et al., 2001) e
na regiado de cerrado, Mato Grosso do Sul, 80,96% e 87,11% para B. bovis e B.
bigemina, respectivamente (MADRUGA et al., 1983). Na regido Sul as prevaléncias
encontradas em Bagé-RS foram de 74% e 87% para B. bovis e B. bigemina,
respectivamente (ARTILIS et al., 1995) e 64,2% foram soropositivas para B. bovis em
Umuarama-PR (OSAKI et al., 2002).

Desde 1994, Barci reconhece o Brasil como um pais enzodtico, no entanto,
existem algumas areas que, em fungdo das caracteristicas edafoclimaticas, ha
interferéncia no desenvolvimento do B. microplus durante todo o ano com a

transmissao de Babesia spp. se tornando irregular, dessa forma, de acordo com



conceitos de Mahoney & Ross (1972), podem ser consideradas regides de instabilidade

enzodtica.

Uma regido é caracterizada como estabilidade enzodtica quando a taxa de
inoculacdo de Babesia spp. pelo carrapato permite a infeccédo de 75% ou mais dos
bezerros, quando estes ainda estdo protegidos pela imunidade inata e/ou colostral,
havendo nestes locais poucos casos de babesiose clinica. Em areas de instabilidade
enzoodtica a taxa de inoculacao de Babesia spp. pelos carrapatos nos animais jovens é
baixa ou irregular, permitindo que alguns animais atinjam a idade adulta sem o
desenvolvimento de imunidade, podendo assim ocorrer surtos de babesiose
(McCOSKER, 1981).

O controle para o carrapato B. microplus pode causar uma sensivel diminui¢ao
na populagao de carrapatos por um longo periodo de tempo, acarretando uma situagao
de instabilidade a babesiose, 0 que ndo acontece com o uso do controle estratégico
(SMITH et al., 2000). Alguns pesquisadores concluiram que qualquer estratégia de
controle usada para esse carrapato, deve preservar ou manter a estabilidade enzodética
para a babesiose através de exposigao natural ao vetor ou, se necessario, através da

implantagdo de programas de imunizagao.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido na ilha de Sao Luis - MA (figura 1), que compreende
0Ss municipios de Sao Luis — MA (2°31°50.63” Lat. S; 44°18'24.57” Long. O), Raposa —
MA (2°26°08.72” Lat. S; 44°06'08.11” Long. O), Pago do Lumiar — MA (2°31°49.95” Lat.
S; 44°06'18.79” Long. O) e Sédo José de Ribamar — MA (2°33'47.45” Lat. S;
44°03'45.23” Long. O). A ilha tem uma altitude de 4m e uma classificagao climatica
B'WA'a" (ATALS DO MARANHAO/GEPLAN, 2002). Durante os meses das coletas
registraram-se a média da temperatura (28°C), média da umidade relativa do ar (78%)
e precipitagdo pluviométrica acumulativa diaria (152mm) de acordo como os dados do

Laboratério de Geoprocessamento — UEMA (figura 2).
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Figura 1. Vista espacial da ilha de Sao Luis — MA, em detalhes 0os municipios de Sao Luis, Raposa,
Paco do Lumiar e Sao José de Ribamar.




Figura 2 — Temperatura média (°C), umidade relativa do ar (%) e
precipitagdo pluviométrica acumulativa diaria (mm) no periodo de
marcgo/2007 a fevereiro/2008, ilha de Sao Luis, Maranhao.

3.2 Amostragem

O rebanho leiteiro da ilha de Sao Luis € composto de animais mesticos com
predominancia de sangue holandés com um efetivo de aproximadamente 1.443
cabecas (AGED-MA, 2007). A quantidade de animais amostrados foi obtida por
conveniéncia em um numero maximo de propriedades cadastradas pela Agéncia de
Defesa Agropecuaria do Maranhao (AGED). O tamanho da amostra (281) foi calculado
através da formula do Centro Pan Americano de Zoonoses, para o estudo de
enfermidades infecciosas cronicas, utilizou-se uma prevaléncia esperada de 92.5%,
margem de erro 3% e grau de confianga 95% para B. bovis e B. bigemina, sendo

amostrados animais de todas as faixas etarias presentes nas propriedades visitadas.
3.3 Aplicagao do questionario

Antes da coleta de sangue fez-se o preenchimento de um questionario (anexo
1), visando obter informagdes sobre os animais e as propriedades.



3.4 Coleta de sangue

Para realizagcéo dos testes diagndsticos parasitologico e sorolégicos, amostras
de sangue foram coletadas em tubos de vidro “vacum II” com anticoagulante (EDTA),
através da pungéao das veias jugular ou coccigea e conservada a temperatura de -4°C.
Apo6s a centrifugacédo, as amostras de plasma foram colhidas e armazenadas em
microtubos de 1,5 mL.

3.5 Avaliagao sorolégica dos animais

3.5.1 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFl) para Babesia bigemina e
Babesia bovis

Para a realizagdo da RIFI foram utilizados antigenos de B. bovis e B. bigemina
preparados na Escola de Veterinaria da Universidade Estadual de Sao Paulo “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP e a reacgao foi procedida conforme descrito pelo Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura - IICA (1987), sendo considerada

positivo as amostras soro reagentes a titulagao 1:40.

3.5.2 Ensaio de imunoadsorcdao enzimatica (ELISA) para Babesia bigemina e
Babesia bovis

O ELISA foi realizado no Laboratério de Sanidade Animal da EMBRAPA GADO
DE CORTE (CNPGC) segundo metodologia proposta por Madruga et al. (2000) e
Madruga et al. (2001) para B. bigemina e B. bovis, respectivamente (figura 3 a-f).

O cut-off da prova foi determinado usando a meédia das DOs (Densidades
Optica) de 10 soros negativos e dois soros positivos em duplicatas de animais livres de
infeccao e infectados por B. bigemina e B. bovis, respectivamente (MADRUGA et al.,
2000 e MADRUGA et al., 2001).
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Figura 3(a-f). Etapas da realizagdo do Ensaio de
Imunoadsorgao Enzimatica (ELISA).

3.6 Avaliacao Parasitologica dos animais
3.6.1 Esfregacgo sangiiineo

Esfregagos sanglineos foram preparados com sangue capilar, obtido por
puncao da ponta da orelha ou ponta da cauda, e posteriormente corado pelo método
de GIEMSA (KESSER et al., 1998). A parasitemia de Babesia spp. foi determinada, sob
microscopia oOptica de imersdo, aumento de 1000 X, pela percentagem de eritrocitos

parasitados observados em 50 campos microscopicos. (figura 4).

Figura 4. Realizagcdo do esfregaco sanguineo (1); ldmina
secando ao ambiente (2); coloragdo com GIEMSA (3); lamina
corada (4) e leituara da lamina em microscopio 6ptico (x1000)
— em detalhe uma célula com B. bigemina (5).




3.7 Analise Estatistica

Os resultados dos testes diagndsticos (Esfregago sanguineo e Testes
Soroldgicos) foram colocados em tabelas de contingéncias com os dados de sexo,
idade, raga, hematdcrito e informagdes sobre o manejo dos animais. Estes dados foram
comparados utilizando o teste Qui-quadrado. Os testes estatisticos foram realizados
utilizando o programa Epi Info versdo 6 de 1993 e versao 3.4.3 de 2007.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prevaléncia de amostras soro reagentes a reagcao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI)

Do total de 281 animais amostrados detectou-se a presenca de anticorpos anti-
B. bovis e anti-B. bigemina em ambos 0s sexos, diferentes faixas etérias e ragas. Para
B. bovis foram reagentes 262 (93,2%) e B. bigemina 264 (94%).

Estes dados se assemelham aos obtidos em microrregides do estado da Bahia
(ARAUJO et al., 1997); em Pindamonhangaba, Vale do Paraiba-SP (BARCI, 1994); em
rebanho leiteiro da microbacia de Goiania (SANTOS et al., 2001); na Zona da Mata-MG
(RIBEIRO et al., 1987) e em Garanhuns-PE (ALVES, 1987). Contudo divergem dos

resultados de Madruga et al. (1983) no cerrado do Mato Grosso do Sul.

Em outros paises da América Latina, percentuais inferiores foram detectados, a
exemplo do estado de Yucatan-México (RAMOS et al.,1992), da regiao Centro-
Ocidental da Venezuela (JAMES et al., 1985), Paraguai (PAYNE & OSORIO, 1990), e
Bolivia (MAS et al., 2000), nos quais a soroprevaléncia variou de 12,8% a 79%. A
diversidade no numero de soropositivos para cada regido ocorre como consequéncia

de variagdes climaticas, topograficas e no manejo dos animais (OSAKI et al., 2002).

De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que a ilha de Sao Luis-MA
€ uma area de estabilidade enzodtica, permitindo-se inferir que os animais se infectam
quando estdo protegidos pela imunidade inata (anticorpos adquiridos pelo colostro).
Analisando os dados meteorolégicos da regidao pode-se constatar que as condigoes
climaticas séo favoraveis ao ciclo do B. microplus, ressaltando que o ciclo biolégico das
Babesia spp. deve ocorrer em sintonia com a reprodug¢ao do vetor, portanto sendo
indispensavel para a sobrevivéncia dos agentes. A temperatura, umidade relativa do ar
e precipitagdo pluviométrica acumulativa diaria na ilha de Sédo Luis-MA sé&o favoraveis

para o ciclo de vida do vetor.

Diferente do que ocorre na ilha de Sao Luis, em areas de instabilidade

enzodtica, como no Rio Grande do Sul, os dados de letalidade para B. bigemina e B.



bovis sao da ordem de 68,03% e 74,06%, respectivamente, como assinalado por

Almeida et al. (2006) em estudo retrospectivo de Tristeza Parasitaria Bovina.

Juliano et al. (2007) observaram em relagao a faixa etaria que houve diminuigao
do numero de animais positivos para ambas as espécies de Babesia com 0 avango da
idade, possivelmente relacionada a queda dos titulos de anticorpos. Galeta (2001)
considerou a diminuicao dos titulos de anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina em
animais mais velhos como consequéncia da queda nas taxas de reinfeccdo dos
animais, devido a flutuagdes no tamanho da populacido de carrapato e a menor
parasitemia causada por aumento da resisténcia do hospedeiro. Esta hipétese nao
pode ser verificada neste trabalho, pois n&do ha estudos sobre a sazonalidade do

carrapato vetor na ilha de Sao Luis ou nestes hospedeiros.

Segundo Juliano et al. (2007) a investigagdo da dinamica sazonal de B.
microplus e dos mecanismos de resisténcia sao importantes para elucidar as variaveis
que interferem na epidemiologia da babesiose, visto que a relagdo entre infectividade,
carga de carrapatos e soroprevaléncia € complexa, sendo que na avaliagdo do grau de
estabilidade da populagao, ocorre a interferéncia de variaveis relacionadas aos animais

e/ou as caracteristicas da propriedade.

Em relagcdo a idade dos animais, considera-se que 0s animais jovens sejam
naturalmente mais resistentes, apresentando uma maior abundancia de células T,
correspondendo a 70% dos linfécitos T circulantes (BROWN, et al., 2006), segundo
Gongalves (2000) os bovinos jovens sao mais resistentes do que os adultos devido a
presenga de anticorpos colostrais, rapida resposta imune celular, maior eritropoese da
medula 6ssea e da presenga de hemoglobina fetal nos eritrécitos. Em relagédo aos
titulos de anticorpos, Madruga et al. (1984) verificaram que sado baixos, aumentando a
probabilidade dos animais desenvolverem a babesiose de forma aguda, sendo que
periodo entre 28 a 56 dias apds o nascimento para B. bigemina e 84 a 112 dias para B.

bovis.

Os grupos mesticos com maior grau de sangue europeu (E/Z) e maior grau de

sangue zebu (Z/E) ambos com aptidao leiteira foram observados uma significancia para



B. bigemina (P<0,05), sendo que o grupo com (Z/E) apresentou uma maior prevaléncia
de 97,8% (tabela 1). Estes dados nao corroboram com os encontrados por Norval,
1992; Mattioli & Cassma, 1995; Meltzer, 1996; Mattioli, 1998; Wambura et al. 1998 &
Mattioli et al. 2000 que relataram as ragas taurinas tém menor resisténcia aos
ectoparasitos, embora desenvolvam imunidade, ndo controlam as infestagdes com a
mesma eficiéncia das ragas zebuinas, desta forma os zebuinos seriam menos

sensiveis aos agentes da Babesia spp. devido a sua resisténcia ao B. microplus.

Tabela 1 — Prevaléncias de Babesia bovis e Babesia bigemina detectados em bovinos
de leite na ilha de Sao Luis — MA, através da Reagao de Imunofluorescéncia Indireta,
segundo sexo, raga e idade

Babesia bovis Babesia bigemina  Valor de P
SR (NT) % SR (NT) %
SEXO M 43(45) 95,6 45(45) 100
F 219236) 92,8 219236) 92,8
Id< 12 68(75) 90,7 70(75) 933
IDADE 12<1d<24 80(87) 92,0 82(87) 943
Id > 24 114(119) 95,8 112(119) 94,1
Mest. E/Z 137(144) 95,1 130(144)  90,3° 0,016
RACA Mest. Z/E 125(137) 912 134(137)  97.8"
MEDIA 262281) 932 264(281) 94

*B. bigemina; SR (Soros reagentes); NT (Numero total de amostras); % (Porcentagem das amostras positivas); Id (Idade) e raga
E/Z - Mestigo com maior grau de sangue europeu e Z/E — Mestigo com maior grau de sangue zebu. Letras iguais ndo diferem entre
si na mesma coluna.

Os fatores relativos as propriedades, como origem dos animais, objetivos da
producao, sistema de produgao, controle dos ectoparasitos e época do ano que mais
aparecem carrapatos nos animais sao ferramentas indispensaveis para a compreensao
da ecoepidemiologia destes agentes quando estudamos métodos de diagndsticos
sorolégicos. Observou-se que houve diferenga significativa (P<0,05) entre os
municipios de Sao Luis-MA, Raposa-MA e Sao José de Ribamar-MA quando se
comparou 0s soros reagentes a B. bovis. Essas diferengas ocorreram devido a grande
porcentagem de animais reagentes a RIFI (100%) para os municipios de Raposa — MA
e Sao José de Ribamar — MA (Tabela 2).

Quando se comparou os resultados obtidos dos animais oriundos de outros

municipios com aqueles provenientes da ilha de Sao Luis houve diferenga significativa



(P<0,05) para B. bovis e B. bigemina. sugerindo que o0 manejo dos animais quanto ao

controle dos ectoparasitos é diferente, influenciando na epidemiologia da infecgéo.

Os sistemas de producdo extensivo e semi-intensivo nao influenciaram nos
resultados quanto a soroprevaléncia para B. bovis e B. bigemina. O mesmo nao foi
observado quando se comparou 0s objetivos de produgéao (leite e carne/leite) que foi
significativo (P<0,05), prevalecendo uma porcentagem alta para carne/leite (100%) em

relacado aos animais com aptidao leiteira (92,2%). Tabela 2.

O uso de produtos para controle de carrapatos foi estatisticamente significativo
para animais soro reagentes a B. bovis (P<0,05) o mesmo nao foi observado para B.
bigemina. Observou-se em todas as propriedades visitadas infestagado por B. microplus.
Quando se comparou as médias de animais soro reagentes com a época do ano que
animais estdo mais infestados observou-se diferenca significativa (P<0,05) para B.
bovis, assim como o periodo seco em relagao ao periodo chuvoso para B. bigemina
(P<0,05). Tabela 2.

Em relagdo ao intervalo de controle (3/3 meses e de 6/6 meses) do vetor foi
observado que para B. bovis ndo houve diferenca significativa (P>0,05). Contudo foi
altamente significativo para B. bigemina, sendo o intervalo de controle de 6/6 meses
apresentou maior prevaléncia em relagdo a 3/3 meses. Isto demonstra que o longo
tempo de controle aos carrapatos, os animais ficam mais susceptivel aos agentes,

além de diminuirem os titulos de anticorpos para B. bovis e B. bigemina. Tabela 2.

Vieira et al. (2003) relataram que o uso de uma unica aplicagdo de ivermectina
(3,15%) no més de novembro, determinou uma baixa de infestacdo de carrapatos nos
meses seguintes e diminuiu a taxa de infecgéo por B. bovis e B. bigemina provocando

condigao de instabilidade enzodtica.



Tabela 2 — Prevaléncias de Babesia bovis e Babesia bigemina detectados em bovinos
de leite na ilha de Sao Luis — MA, através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta,
segundo fatores inerentes as propriedades

Babesia bovis Babesia bigemina Valor de
“P!!
SR (NT) % SR (NT) %
S3o Luis — MA 112(131) 85,5  122(131) 93,1 #(),0002
‘e Raposa — MA 95(95) 100° 87(95) 87 #0,0471
Municipios )
P18 paco do Lumiar—MA  23(23) 100°  23(23) 100
S. J.de Ribamar—MA  32(32) 100 32(32) 100
Origem dos  Cidades 170(189) 89,9 172(189) 91° #(),0037
Animais Vizinhos 92(92) 100° 92(92) 100° #%(),0069
Objetivos . )
J d:’ Leite 200(217) 92,2 200(217) 92,2¢
H b
Produgsio Carne/Leite 62(64) 96,9 64(64) 100 #3%(), 0442
Sistemade  Extensivo 37(37) 100 37(37) 100
Produgdo  Semi-intensivo 225(244) 92,2 227(244) 93
Cipermetrina 35(44) 79.5° 42(44) 95,5 *0,0003
Produtos  otros 227(237) 958" 222(237) 93,7
Infestagdo  Ano Inteiro 93(93) 100 85(93) 91,4 #(),0000
por Periodo seco 34(44) 13,6°  38(44) 86,4° #(),0304
Carrapato  Periodo Chuvoso 131(144) 90.9° 141(144) 97,9 *0,0071
#%(),0441
i #%(),0061
Epocade  3/3 meses 173(190) 91,1 173(190) 91,1 #%(),0074
Controle  6/6 meses 89(91) 97,8 91(91) 100°

* B. bovis; ** B. bigemina; SR (Soros reagentes); NT (Nimero total de amostras) e % (Porcentagem das amostras positivas).
Letras iguais ndo diferem entre si na mesma coluna.

4.2 Prevaléncias de amostras soro reagentes ao Ensaio de Imunoadsorciao
Enzimatica (ELISA)

Os resultados mostraram que do total de 281 amostras analisadas, 275 (97,9%)
apresentaram anticorpos para B. bovis e B. bigemina. Nenhuma das variaveis

estudadas como sexo, faixa etaria e ragas foram significativo (P>0,05). Tabela 3.

Os estudos realizados com antigenos brutos desenvolvidos para o ELISA na
Embrapa Gado de Corte, Mato Grosso do Sul comprovaram sua sensibilidade (98%) e
especificidade (98,1%) para a detecgcéo de anticorpos contra B. bovis e B. bigemina,
sendo, portanto uma ferramenta importante para pesquisas epidemioldgicas
(MADRUGA et al., 2000; MADRUGA et al., 2001). Com esta técnica e a alta freqiiéncia



de animais soro reagentes para B. bovis e B. bigemina na ilha de Sao Luis pode-se

afirmar que € uma area de estabilidade enzodtica para ambos agentes.

Estes dados se assemelham com os encontrados por JUNIOR et al. (2008) ao
pesquisarem a soroprevaléncia pelo método de ELISA para B. bovis (98,8%) e B.
bigemina (99,2%) na regiao Nordeste do Para, sendo que as condigdes climaticas sao
parecidas com as da ilha de Sao Luis, visto que esta fica préxima a Amazonia Legal.
Situacdo de estabilidade enzoodtica também foi observada no bioma de cerrado nas
divisas dos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias para B. bovis (JULIANO et al.,
2007); rebanho leiteiro da microrregiao de Goiania (SANTOS et al., 2001). Os
resultados aqui apresentados diferem dos obtidos na divisa dos estados de Minas
Gerais, Bahia e Goias (JULIANO et al., 2007) e da mesorregido Norte Fluminense —
Rio de Janeiro para B. bigemina (SOUSA et al., 2000) e em Umuarama - Parana para
B. bovis (OSAKI et al.,, 2002) na medida em que nestas regides, situagdo de

instabilidade enzodtica foi comprovada.

Tabela 3 — Prevaléncias de Babesia bovis e Babesia bigemina detectados em bovinos
de leite na ilha de Sao Luis — MA, através do Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica,
segundo sexo, raga e idade

Babesia bovis Babesia bigemina
SR (NT) % SR (NT) %
M 45(45) 100 45(45) 100
SEXO F 230236)  97.9 230236)  97.9
Id< 12 TA(75) 98,7 74(75) 98,7
IDADE 12=<Id=24 84(87) 96,6 84(87) 96,6
Id > 24 117(119) 983 117(119) 98,3
Mest. E/Z 139(144) 96,5 139(144) 96,5
RACA Mest. Z/E 136(137) 99,3 136(137) 99,3
MEDIA 275(281) 97,9 275(281) 97,9

SR (Soros reagentes); NT (Numero total de amostras); % (Porcentagem das amostras positivas); Id (Idade) e E/Z - Mestigo com
maior grau de sangue europeu; Z/E — Mestico com maior grau de sangue zebu.

Quando analisamos os fatores das propriedades em relagao aos resultados do
ELISA, verificou-se que nao foi significativo (P>0,05) entre os municipios (Sdo Luis,
Raposa, Pago do Lumiar e Sdo Jose de Ribamar), origem dos animais (de outras

cidades e dentro da ilha — vizinhos), objetivos da producéo (leite e carne/leite), sistema



de produgao (extensivo e semi-intensivo), tipo de acaricidas utilizados (cipermetrina e

outros) e época de controle do vetor (3/3 meses e 6/6 meses). Tabela 4.

Quanto a época que o vetor B. microplus é visto na propriedade (ano inteiro,
periodo seco e periodo chuvoso) pode-se observar que foi estatisticamente significativo
(P<0,05) para o ano todo em relagéo ao periodo seco para B. bovis e B. bigemina. O
mesmo nivel de significancia (P<0,05) foi observado para o periodo seco em relagéo ao

periodo chuvoso para B. bovis e B. bigemina.

Neste estudo os proprietarios observaram maior infestagédo do B. microplus no
animal no periodo chuvoso com 51,2%, ano todo 33,1% e periodo seco com 15,7%.
Mendes et al. (2008) relataram que de acordo com a percep¢ao da maioria dos
produtores, o periodo de maior infestacdo ocorre nos meses de maio a agosto (42,1%)
e setembro a dezembro (23,6%), enquanto que outros proprietarios verificaram maior
infestacdo nos meses de janeiro a marco (16%), setembro a margo (10,5%) e alguns
(7,8%) o0 ano todo para a regiao de Pindamonhangaba, Vale do Paraiba - SP, além de
relatar que esses resultados e os obtidos por Rocha et al. (2006) diferem dos dados
encontrados em Divinépolis, Minas Gerais por Rocha (1995) e para toda a regido
Sudeste (FURLONG, 1993). Ressaltamos que a ilha de Sao Luis possui caracteristica
edafoclimatica bem diferente da regido Sudeste, sugerindo mais estudos a respeito do
ciclo biolégico deste vetor sobre a sazonalidade, que possa permitir o desenvolvimento
de programas que visam prevenir 0 aparecimento da resisténcia, tendo como base o
uso racional dos carrapaticidas, assim como o emprego de estratégias para cada

propriedade.



Tabela 4 — Prevaléncia de Babesia bovis e Babesia bigemina detectados em bovinos de
leite na ilha de Sao Luis — MA, através do Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimatica,
segundo fatores inerentes as propriedades

Babesia bovis Babesia bigemina Valor de
“PH
SR (NT) % SR (NT) %
S3ao0 Luis — MA 125(131) 954 125(131) 95,4
Municipios Raposa — MA 95(95) 100 95(95) 100
Paco do Lumiar — MA 23(23) 100 23(23) 100
S. J. de Ribamar— MA  32(32) 100 32(32) 100
Origem dos Cidades 183(189) 96,8 183(189) 96,8
Animais Vizinhos 92(92) 100 92(92) 100
Obietivos: da [eite 211217) 97,2 211(217) 97,2
Producéo Carne/Leite 64(64) 100 64(64) 100
Sistemade Extensivo 37(37) 100 37(37) 100
Produgio Semi-intensivo 238(244) 97,5 238(244) 97,5
Produtos Cipermetrina 44(44) 100 44(44) 100
Outros 231(236) 97,5 231(236) 97,5
Infestagao Ano Inteiro 93(93) 100? 93(93) 100° 0,008
por Periodo seco 34(38) 86,4° 34(38) 86,4 0,0009
Carrapato Periodo Chuvoso 144(144)  100% 144(144) 100*
Epoca de 3/3 meses 184(190) 96,8 184(190) 96,8
Controle 6/6 meses 91(91) 100 91(91) 100

SR (Soros reagentes); NT (Numero total de amostras) e % (Porcentagem das amostras positivas).
Letras iguais ndo diferem entre si na mesma coluna.

A concordancia entre os métodos de RIFI e o ELISA observada neste trabalho,
sustenta os resultados reportados por outros autores (MARTINS et al., 1996, ARAUJO
et al., 1998, MADRUGA et al. 2000, SANTOS et al., 2001).

Diante destes resultados, considera-se baixo os riscos de surtos com perdas
econdbmicas em rebanhos nativos ou adaptados, todavia a ilha de Sao Luis € uma area
de risco para animais suscetiveis procedentes de regides livres ou de instabilidade
enzootica para B. bovis e B. bigemina, sendo que estes animais devem ser

previamente submetidos a um processo de imunizagao.



4.3 Amostras positivas nos esfregagos sanguineos

No total de 281 amostras analisadas 22 (7,8%) foram positivas para B. bovis e
para B. bigemina. Ica et al. (2007) analisaram 337 amostras obtendo 2 (0,6%) de
positividade para B. bigemina concomitante a Theileria spp. € nenhum animal foi
positivo para B. bovis. Animais que sdo imunocompetentes aos agentes da Babesia
spp. tornam-se portadores e, tém um importante papel na transmissao da infecgéo
pelos carrapatos segundo D Oliveira (1995). Estes dados confirmam os resultados
deste estudo, haja vista que os animais infectados nao apresentavam nenhum sinal

clinico caracteristico para a babesiose, contudo permanecem como portadores.

Quando se comparou a média de positividade entre os sexos, verificou-se que
foi significativo (P<0,05) para B. bovis, sendo (17,8%) para machos em relagdo as

fémeas (5,9%), nenhuma associagcao ocorreu para B. bigemina (tabela 5).

As faixas etarias menores que 12 meses, entre 12 e 24 meses e maiores que 24
meses em relagao a positividade para o esfregagco sanguineo néo foram significativos

(P>0,05) para ambos agentes.

Ressaltamos que a B. bovis apresentou uma associagao significativa (P<0,05)
entre as ragas mestica (E/Z) com positividade no esfregagco sanguineo de 3,5%
comparados aos animais (Z/E) com 12,4%, entretanto para B. bigemina essas

diferengas estastisticas ndao foram observadas (P>0,05%). Tabela 5.



Tabela 5 — Positividade de Babesia bovis e Babesia bigemina detectados em
bovinos de leite na ilha de Sdo Luis — MA, através do Esfregago Sanguineo,

segundo sexo, raga e idade

SEXO

IDADE

RACA

MEDIA

M
F

ld<12
12<1d<24
Id>24

Mest. E/Z
Mest. Z/E

Babesia bovis

P (NT) %
8(45) 17.8*
14(236) 5.9°
6(75) 8.0
7(87) 8.0
9(119) 7.6
5(144) 3.5°
17(137)  12.4°
22(281) 7.8

Babesia bigemina

P (NT %

5(45) 11.1
17(236) 72
4(75) 53
5(87) 5.7
13(119) 10.9
7(144) 4.9
15(137) 10.9
22(281) 7.8

Valor de “P”

0.016

0.010

P (Amostras positivas); NT (Numero total de amostras); % (Porcentagem das amostras positivas); Id (Idade) e E/Z - Mestigo
com maior grau de sangue europeu; Z/E — Mestico com maior grau de sangue zebu. Letras iguais ndo diferem entre si na

mesma coluna.

Quando se analisaram os fatores inerentes as propriedades estudadas,
verificou-se que nao houve uma associacao significativa (P>0,05) para B. bovis e B.
bigemina em relagdo aos municipios estudados. Para a origem dos animais, sistema de
produgdo, produtos utilizados no controle de carrapatos e época de maior infestagao
por carrapato nos animais nédo foram significativos (P>0,05) quando comparados a
infeccao para B. bovis e B. bigemina (tabela 6). Os fatores relacionados aos objetivos
da produgéo (leite e carne/leite) e época de controle (3/3 meses e 6/6 meses) foram
significativos (P<0,05) para B. bigemina. Isto revela que a forma de controle dos

carrapatos influencia na frequéncia de animais positivos ao esfregaco sanguineo.



Tabela 6 — Positividade de Babesia bovis € Babesia bigemina detectados em bovinos de
leite na ilha de Sao Luis — MA, através do Esfregagco Sanguineo, segundo fatores
inerentes as propriedades

Esfregaco Sanguineo

Babesia bovis Babesia Valor de “P”
bigemina

POS (NT) % POS (NT) %
S30 Luis — MA 16(131) 12,2 13(131) 99
Municipios Raposa — MA 4(95) 4,2 7(95) 7.4
Paco do Lumiar— MA  0(23) 0,0 1(23) 473
S. J. de Ribamar— MA 2(32) 2,0 1(32) 3,1
Origem dos  Cidades 17(189) 9,0 15(189) 7.9
Animais Vizinhos 5(92) 5,4 7(92) 7,6

Objetivos da Leite 13(217) 6,0 10217) 46" 0,0005
Produgdo  Carne/Leite 9(64) 14,1 12(64) 18,8
Sistemade Extensivo 3(37) 8,1 5(37) 13,5
Producgéo Semi-intensivo 19(244) 7,8 17(244) 7,0
Produtos Cipermetrina 7(44) 15,9 3(44) 6,8
Outros 15(237) 6,3 19 (237) 8,0
Infestagdo  Ano Inteiro 4.0093) 43 6.0(93) 6,5
por Periodo seco 3.0(44) 6,8 3.0(44) 6,8
Carrapato Periodo Chuvoso 15(144) 10,4 13(144) 9,0

Epocade  3/3 meses 11(190) 58 9(190)  47° 0,0107
Controle  6/6 meses 11(91) 12,1 13(91) 14,3

POS (Animais Positivos); NT (Nimero total de amostras) e % (Porcentagem das amostras positivas).
Letras iguais néo diferem entre si na mesma coluna.

4.4 indice de Parasitemia

No diagndstico parasitoldgico detectou-se infecgao por B. bovis e B. bigemina,
sendo o municipio de Sao Luis - MA o que apresentou a maior média do indice de
parasitemia com 0,11 e 0,10 para B. bovis e B. bigemina, respectivamente. A menor
média do indice de parasitemia foi de 0,03 para B. bovis em Sao José de Ribamar - MA
e 0,04 para B. bigemina em Pago do Lumiar - MA, sendo que neste municipio nao foi

detectada infecg&o por B. bovis nas amostras analisadas (tabela 7).



Tabela 7 - indices de parasitemia de Babesia bovis e Babesia bigemina
detectados em bovinos de leite na ilha de Sdo Luis — MA, examinados em
50 campos microscépicos

Municipios Indice de Parasitemia Total

Babesia bovis Babesia bigemina Animais
Mim. Média Max. Mim. Média Max.

Séao Luis - MA 0.02 0,11 0,50 0,02 0,10 0,22 131
Raposa - MA 0.02 0,04 0,06 0,02 0,06 0,10 95
Paco do Lumiar - MA 0.00 0,00 0,00 0,04 0,04 0,04 23
Séo José de Ribamar - MA 0.02 0,03 0,04 0,08 0,08 0,08 32

281

Mendonga et al. (2003) relataram os maiores percentuais de parasitemia de
0,05% (Sudeste) e 0,08% (Nordeste) observados no 4° e no 7° dia pds infecgado
experimental, relatando que todos os animais apresentaram baixa parasitemia,
provavelmente relacionada a uma maior resisténcia dos bezerros nelore ao agente,
levando-se em consideragao a quantidade de inéculo empregada. Esses indices foram
semelhantes aos encontrados para os municipios de Raposa, Pago do Lumiar e Séo
José de Ribamar, embora os animais utilizados fossem mesticos de ragas com aptidao
leiteira. Uma maior taxa foi observada por Oliveira et al. (2008) para merozoitos de B.
bigemina (menor do que 0,1% de eritrocitos parasitados). Esses dados se assemelham
aos obtidos no municipio de Sao Luis-MA para B. bigemina, embora a constituicao
genética dos animais seja diferente. Estudos realizados por Cavalcante (2007) e Saleh
et al. (2009) com bovinos naturalmente infectados com B. bigemina encontraram
valores de parasitemia de 0,72% e 14% a 36% respectivamente, sendo estes valores
altos quando comparado aos aqui apresentados.

O teste direto de esfregago sanguineo nao revela com eficiéncia a realidade da
situagao epidemioldgica na regiao, visto que a técnica depende do grau de parasitemia,

grau de viruléncia e resposta imunolégica do animal.



5. CONCLUSAO

A ilha de Séao Luis, estado do Maranhdo é considerada area de estabilidade
enzodtica para a infecgéo por B. bovis e B. bigemina. Tal caracteristica significa que
houve inoculagéo gradativa dos parasitos resultando em imunidade ativa, o que explica

a auséncia de relatos clinicos de babesiose.
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ANEXO



QUESTIONARIO
Parametros Inerentes ao Animal

1. Qual o sexo?

Macho ( ) Fémea ()
2. Qual aidade?

ldade < 12 meses ( ) 12 <Idade <30 meses ( ) Idade > 30 meses ( )
3. Qual araga?

Mestico com maior grau de sangue europeu ( )

Mestico com maior grau de sangue zebu ( )

Fatores Inerentes as Propriedades

4. Qual o municipio?
Sao Luis ( ) Raposa ( ) Pago do Lumiar ( ) Sao José de Ribamar ( )
5. Qual a origem dos animais?
Cidades - dentro do estado do MA ( ) Vizinhos - pertence a ilha de Sao Luis ( )
6. Qual o objetivo de produgéao?
Leite ( ) Carne/Leite ( )
7. Qual o sistema de producgao?
Extensivo ( ) Semi-intensivo ( )
8. Produtos utilizados no controle dos carrapatos?
Cipermetrina ( ) Outros produtos ( )
9. Qual a época de maior infestagédo por carrapatos?
Ano inteiro ( ) Periodo seco ( ) Periodo chuvoso ( )
10.Periodo de controle dos carrapatos?

3/3 meses ( ) 6/6 meses ( )



